




































リゴヌクレオチ ドプロープを作製し,S.οrα″s GTascをコー ドする遺伝子を含む
8.l kbのDNA断片をクローニングした.同DNA断片のDNA塩基配列を決定 した


























































ATCC9811, ,sanguis ATCC10556, ST3, ST7, ,gordοnif ATCC10558,
SK51, F90A, Strepιοcοccus“υιansルIT8148, StrepιοcοccLIS SObrfЛus 6715,









また必要に応 じてLB培地には,テトラサイクリン (7.5 μg/ml;矛日光純薬),ア
ンピシリン (loo μg/ml;和光純薬),エリスロマイシン (500 μg/ml;和光純
薬),カナマイシン (30 μg/ml;和光純薬)を,Ms寒天培地にはエリスロマイ






後,10 mMリン酸ナ トリウム緩衝液 (NaPB,pH6.0)で透析 し,粗GTase画分と
した。同画分をQ sepharOse FF(Pharmacia Biotech AB Uppsala,Sweden)を用




て80%飽和硫酸アンモニウムで塩析 し,lo mMリン酸カリウム緩衝液 (KPB,
pH6.0)で透析 したものをGTase部分精製標品とした。この標品をさらにハイド
ロキシアパタイ トカラムBIo―scale CHT10-I(BIO―RAD LaboratOries,Hercules,









清を50%飽和硫酸アンモニウムで塩析後,lo mM NaPB(pH6.0)にて透析 して
菌体遊離型GTase画分とした。,mυιansの菌体結合型GTase画分の調製は以下
のようにして行った。上記培養で得られた菌体をlo mM NaPB(pH6.0)で洗浄




8 οralis GTaseに対する組換え遺伝子を含むE cοffをLB液体培地で濁度が
OD550が0.6に達するまで37℃で培養し,遠心後E cο′j菌体を回収し,lo mM
NaPB(pH6.0)で洗浄した。この菌体にlmMフェニルメチルスルホニルフルオ
リドを含むlo mM NaPBを加えて懸濁し,氷上でlo秒間,超音波発生機 (Handy





により行った。すなわち20 mMの114cグルコースlスクロース (1.85 GBq/mol;
New England Nuclear,BOstOn,Mass.)を含むo.l M KPB(pH6.0)を等量の
GTase試料 と混和 し,37℃で1時間反応 させた。この反応液を濾紙片 (1×2 cm,
514A,Advantec TOyo,大阪)にスポッ トし,乾燥後,未反応のスクロースを十
分量のメタノールで3回洗浄 した。濾紙 に残った 放射活性を液体シンチ レー




























超音波処理 して混和 し,油中水型乳剤を作製 した。同乳剤を2週間毎に3回,ウ
サギ背部に筋注し,免疫を行つた。2週間後に耳介静脈より採血 し,得られた血
清を33%飽和硫酸アンモニウムで2回塩析 した後,リン酸緩衝生理食塩水
(PBS;pH7.2)で透析 したものを郊 .ο″αお GTase抗体とした。
8.邦.οrα′Js GTase抗体によるグルカン合成阻害作用
S.οrαJJs精製GTasc(lmu)に各タンパク量 (0～32 μg)の都 .οrα′js
GTase抗体を加え,37・Cで30分間反応させた。同反応液に[14cグルコース]スク
ロースを加えて37・Cで1時間反応させ,上記の方法でグルカン合成活性を測定
した。また各口腔 レンサ球菌GTase標品 (lmu)に対 しても郊 .οrαJjs GTase抗
体 (タンパク量32 μg)を加え,37°Cで30分間反応後,同じくグルカン合成活
性を演1定した。
9。 SDS―ポ リアクリルアミド電気泳動 (SDS―PAGE)
供試 レンサ球菌のGTase標品に,等量の2×SDS―PAGE sample loading buffer


















100(和光純薬)を含むo.l M NaPB(pH6.5)|こ浸 し,37℃で1時間処理 した。
このグルをMilliQ水で洗浄後,20%トリクロロ酢酸で25℃で5分間固定 し,再
びMilliQ水で洗浄した。さらにグルを7%過ヨウ酸ナ トリウムを含むlo mM酢





SDS PAGE後のグルをプロッティング緩衝液 (39 mMグリシン,48 mM Tns,
0.037%SDS,20%メタノール)で平衡化 したPoly宙nilliden dinuoride膜
(PVDF膜:ImmObi10n;Millipore,BedfOrd,Mass.)にプロッティング緩衝液 とセ
ミドライ式プロッティング装置 (Trans‐blot SD;BIO―RAD)を使用 して転写 し
た。転写は10Vの定電圧で1時間行った。転写 したPVDF膜のブロッキングは ,






PBSTで5回洗浄後,100 mM NaCl,5 mM MgC12を含む100 mMトリス 塩ー酸緩





はISOEuCrRIC FOCUSING CALIBRAT10N KIT (P13-10;Pharmacia)を用
い,添付の指示書に従い,泳動を行つた。GTaseのバン ドは活性染色を行 うこと













心 して菌体を回収 した。菌体をTloEl Nloo(10 mM THs,l mM EDTA,100 mM
NaCl)緩衝液 (pH8.0)で洗浄後,5 mlの同緩衝液に懸濁 し,ムタノリジン
(0.25 mg/ml;大日本製薬,大阪)を加え,50°Cで1時間反応させた。同反応液
にN―laurolyl sarcOsinc(最終濃度1.5%)とEDTA(最終濃度10 mM)を加え ,














TAE緩衝液 (40 mM Tris,40 mM酢酸 lmM EDTA,pH8.0)に0.7%アガロ
ースS(ニッポンジーン)を加えて加熱溶解 したものを電気泳動用のゲルとして
使用 した。泳動用緩衝液にはTAE緩衝液を用い,100V定電圧で電気泳動を
行つた。DNAサイズマーカー としてはl kbラダー (New England Biolabs)を使
用 した。泳動後のゲルを臭化エチジウム (l μg/ml;和光純薬)溶液で15分間
染色後,波長312 nmの紫外線でDNAのバン ドを検出 した。
(2)アクリルアミドゲル電気泳動
電気泳動用のグルには12%アクリルアミドをTBE緩衝液 (89 mM Tris,89
mMホウ酸,2 mM EDTA,pH8.0)に溶解し,重合したものを用いた。泳動用緩
衝液にはTBE緩衝液を用い,loo V定電圧で電気泳動を行った。DNAサイズマ





Cooperation,Norwalk,Ct.)を用い,サー マルサイクラー (GeneAmp PCR
System 2400,Perkin‐Elmer)を使用 して反応 を行 った。PcRの条件は添付の指
示書に従い,設定 した。また2 kbをこえるような増幅領域の長いlong and
accurate PCR(LA PCR)には, Takara LA PCR Kit ver.2.1(重ヨ酉造)を使用 し





にはQIAEX II Gel Extraction Kit(QIAGEN GmbH,Hilden,Germany)を用いた。
アクリルアミドグルからのDNAの回収は高塩抽出法により行った。すなわち目
的とするバンドをグルより切 り出し,l mM EDTA,0.2%ドデシル硫酸ナ トリ





チレングリコール沈殿法,およびWizard Plus Minipreps DNA Purinca●On





























































合成オリゴヌクレオチ ドの標識は,MEGALABEL Kit(宝酒造)および 〔γ―




DNA断片の標識は,Random p●mer Labeling Kit Vcr.2(宝酒造)および [α―
32P]dcTP(37 MBq/mm01;Ncw England Nudcar)を用いて添付の指示書に従
い,ランダムプライマー法によりDNA断片を標識した。
(3)サザン トランスフアー
泳動後アガロースゲルをアルカ リ溶液 (1.5 M NaCl,0.5 M NaOH)に30分
問,ついで中和溶液 (1.5 M NaCl,l M Tns―HCl;pH7.4)に30分間浸潤後,ナ
イロン膜 (HYbond―N,Amcrsham,Buckinghamshirc,England)を密着させ,20×
SSPE(3 M NaCl,173 mM NaH2P04,25 mM EDTA)を用い,毛細管現象を利
用 してDNA断片をナイロン膜に転写 した。DNAの転写されたナイロン膜はUV




































た。E.6ο′J XL2株をテ トラサイクリン (7.5 μg/ml)を含むLB寒天培地で37
℃,一晩培養 した後,単一のコロニーをSOB液体培地 (2%THptone,o.5%
Ycast Extract,10 mM NaCl,2.5 mM KCl,20 mM MgC12,10 mM MgS04)に接種
し,18℃でOD600が.6となるまで震盪培養 した。この培養液を氷冷水中で10分
間冷却し,遠心 して菌体を回収 した。培養液の1/3容量の氷冷TB緩衝液 (10







上記のE.cο′jコンピテント細胞を氷上で融解 し,同細胞200 μlと20 μlのプ
ラスミド溶液 (10 ng/ml)を混和 し,氷水中で30分間保冷した。42°Cで30秒間
保持した後,氷水中で2分間冷却 した.これに800 μlのSOC液体培地 (2%











これ らのプライマー とAmpli Taq Goldを用い,S.ο″α′Js ATCC10557株の染色体
DNAをテンプレー トとしてdegencrate PCRを行 つた。degcncrate PCRの反応は95
°Cで9分間の事前加熱後,熱変性 (94°C,30秒),アニー リング (36°C,30
秒),伸長反応 (60°C,30秒)を30サイクルで行つた。増幅したDNA断片は12
%アクリルアミドグル電気泳動で分離し,目的のバンドを切 り出して高塩抽出
法により精製 した.精製 したDNA断片をpGEM―T Easyに組換えし,pTHN01を
得,M13ユニバーサルプライマーを用い,DNAシークエンスを決定 した .
(2)S.οrαJis GTaseをコー ドする遺伝子のクローニングとDNAシークエンス




EcοR Iの完全消化物をPUC19に組換え したライブラリーより,GTaseのN末端 を
コー ドするクローンPTH121を得た (図1).
ついでS.οrα′Js ATCC10557株の染色体DNAを制限酵素EcοR Iで部分消化 し,
5-20%スクロース密度勾配上 [5-20%スクロース,20 mM THs―HCI(PH8.0),
5 mM EDTA(pH8.0),l M NaCl]に重層 した。RPS65Tローター (日立)を
装着 したCP70超遠心機 (日立)を用いて20°C,55,000 rpm,3時間スクロース
密度勾配遠心を行つて,直ちに液面よ り200 μlずつ分取 し,アガロースゲル電
気泳動を行つた。泳動後,PTH121の挿入断片をプローブとしてサザンブロット
分析を行つた。これよ りこのプローブと反応する約6 kbのDNA断片を含む画分




















































lkb  pTHR8    εl場PTH808


























レー トはPCR産物をCcntricon 100 spin cOlumn(MnlipOrc)で精製 したものを
20 ng/μlの濃度で用いた .










































































































た。これらのプラスミドDNAをQIAGEN Plasmid Mcga Kit(QIAGEN)で精製
し,ともに挿入断片中には認識部位が存在 しない制限酵素Ps′Iで直鎖化後 ,




法に準じて行つた。65°Cで30分間熱処理 して非働化 したウマ血清 (Gbco BRL,
RockvHle,Md.)を10%含むTodd Hewitt(Becton Dたkinson)液体培地にS.οrαιjs
ATCC10557株を接種 し,37°Cで18時間培養した。ついで培養液250μlを同培
地10 mlに接種 し,37°Cで1.5時間培養後,最終濃度で25 μg/mlとなるようにブ
ラスミドDNAを加え,さらに2時間培養することにより形質転換を行つた。これ
を遠心して菌体を回収 し,l mlの同培地に懸濁した。形質転換に用いたプラス





















究では,培養液の濁度が0.8に達 した時の培養上清を回収 し,カラムクロマ トグ
ラフィーによるS.οrαιおGTaseの精製を行つた (図2)。硫酸アンモニウム塩析













100    150
溶出量 (ml)
図2 S.0“IIs ATCC10557株GTaseのカラムクロマ トグラフィーによる精製 .
A;Q SepharOsc FFカラム (bed.volume 10 ml,流速l m1/m in)
S.οrαιJs ATCC10557株の培養上清の60%飽和硫酸アンモニウム塩析物を
Q ScpharOse FFイオン交換カラムに添加 し,0から0.3 M NaClでグルカン合成
活性画分を溶出した。
B;Bio―Scalc CHT10-Iカラム (bcd.volume 10 ml,流速l m1/min)
Aのグルカン合成画分をさらにBiO_scalc CHT10-Iハイ ドロキシアパタイ トカラム





































































































物 ;4,Q ScPharOse FF陰イオン交換カラムクロマ トグラフィー後の














































S.θrαお ATCC10557株を5リッ トル のTTY液体培地でOD550が0.8とな るまで培養
し,その培養上清を60%飽和硫酸アンモニウムで塩析濃縮 した。GTascの酵素画分は
Q SepharOsc FF陰イオン交換カラム,続いてBlo―Scale CHT10-Iハイ ドロキシアパタイ
トカラムクロマ トグラフィーによ り精製 した。
-0.4-0.2     0      0.2
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図6 抗S.οrα′is GTase抗体の口腔レンサ球菌 GTaseに対する阻害作用。
反応液にまが.οrαιis GTasc抗体を加えなかった場合のグルカン合成活性を基準として















































のN末端アミノ酸配列に対応する60 bpのDNA断片をdcgcnerate PCRによ り増幅
し,このDNA断片を含むプラス ミドPTHN01を得た (図8)。PTHN01のDNAシ













GTaseRの分子量173 kDaよりも小さい128 kDaのバンドとして検出された (図
9).pTH171のDNAシーク    kDa__1  2  3__4  5
エンスの結果,PTH171の挿    200
入断片上のダμ 遺伝子のフ
レームには終始コ ドンが認
められず,C末端側が欠落し    116
ていることが示された。そ
こでさらにS.ο″αお GTascの     66
味 端側をコー ドする約1.8
kbpの挿入断片を含むプラス     42
ミドpTH181(図)を作製
し,PTH171とPTH181の   図9 gι
“
遺伝子 リコンピナントタンパクの
ウエスタンプロット分析 .DNAシークエンスの結果を  リコンピナントタンパクのサンプルは各プラス ミド
統合してJμ遺伝子の全長  を形質転換 した大腸菌を超音波破砕 したものを用い
た。また1次抗体には郁 .οrα′is GTase抗体を使用 し
を決定した。図9に示すよう  た。レーン:1,精製S.οrαιおGTase;2,pTH171;
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S L"K K T D A N C I L T F D M N D X A C Y S N V o V S C Y L A V W V P V C A K 871
A O Q D A R T T A S K K K N A S C O v Y E S S A A L D S o L I Y E C F S N F Q 0 914
CTTTCCAACCCCCCATCACCAATATACCAATAAAGTTATTCCTAAAAATCTCAACCTCTTCAACCAATCCCCACTAACTTCATTTCACCTACCACCTCACTATCTATCTACCCAACACCC 5640
F A T R D D Q Y T N K V I A К N V N L F К E W G V T S F E L P P Q Y V S S O D G 954
TACTTTCTTACATTCTATCATTCACAハCCTTATC CTTTCAACACCCCTATCATATCCCCATCACCAACAACAATAAATATCCTTCTTTAAAACATTTCCTCAATCCTCTTCCTCCCCT 5'60
T F L D S I I O N G Y A F E D R Y O“A M S K N N K Y C S L K D L L N A L R A L 994
30
H S V::I O A I A D W V P D o I Y::L P C К E v v T A T R V:'ll y C T Y R E C A 1034
■GA3ムTCA■CCAい｀■｀CTCTATCTACCT^ムTACTt゛、GACCRATCAAACTCATTTCCあACGrらムG A GTCcccCCTTCTTCCATCACCTCらいしヽC TA■TATCCACAハ」ヽ TTTGハしヽCC  6000
E I K E К L Y V A:I S K T:I F T D F O C K Y C c A F L D E L K A K Y P E I F E R 1074
V Q I S N G Q K H T T D E K l T К w S A K Y F:l G T::I L G R C A Y Y V L К D" 1111
A S N D Y L T'I R N G E I v L P R o L V N K l.s Y T C F V S D it t:G TバF y s T l154
S C Y O A K N S F I C D E N C i,w Y Y F D К R G Y L V T C A H E I D G К H 'ヽY F l194
L X N G l Q L R D S I R E D E ll C ll Q Y Y Y D Q T C A Q V L N R Y Y T T D G o N 1234
W R Y F D A К G V"A R C L V K I G D C o o F F D E N C Y Q V卜C К I V S ADヽ1274
C К L R Y F D K D S G::A V I N R F A Q C O N P S O W Y Y F G V E F AスL T C L 1314
TCハい●ACATTCGTCハレヽCAr.ACACTTTACTTTCACCハ■ A C CAACCヽGTCAACCGTAAAATCCTCACACTTTCACATハムCACT TCCCTTAC TTCATCCCAACTCACCACAAATCCC 6840
0 К I C 0 0 T L Y F D Q D Gスo V K G X I V T L S O X S I R Y F D A N S G E M A 1354
V G К F A E C A К N E W Y Y F D K T C K A V T C L O R l G К o T L Y F D o D G K 1394
Q V К G К V V T L A D K S I R Y F D A D S C E H A V C К F A E C A К N E W Y Y F 1431
D O T C К A V T C L o К I D К Q T L Y F D Q D G K O V K G K I V T L S O K S I R l174
Y F O A N S G E M A T N K F V E C S o N E W Y Y F D O A C К A V T C L o o V G o 1514
0 T L Y F T O p c、O V K C К V V D V N C V S R Y F D A N S C D M A R S К W I o 1554
L  E  , C  S  W  M  Y  F  D  R  D  C  R  C  o  N  F  C  R  N  ●                              ―――――――――- 15'5
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NIVKLESILA   100
NVVKLQNILS    98
EFLTDYLFSV   150
EFLTDHLYSV   148
PE RRRIIKM  200
PE RRRIIKM   198
KYHKALYSYK  250
KYHRALYSYK   248
VADLQIE      297
287










GtfG  14MEKKVHYKM HKVKKNWVAI












GtfG  NVKEQSAVQS KDSEQTTSDK ATDSSQLEVK EQASSSKETY QASAATNPTA
CtfR  _vQEPATAQT SCPGQQTPAQ AKIASEQEAE KVTPADKVTD DVAASEKPAK
ヽ末端 ア ミノ酸 シークエ ンス
CtfG  NEQTTQQDKE VETSRTDSRH ELTQKTSDDS SEKSGSSoEP KVADQAESTD










































DKIIATPKKE RLPEPAQRKE    200
V NPKVAKKD RLPEPCSKQG    198
1DGKKYYVQD DGTVKKNFAV    250
1DGKNYYVQD DGTVKKNFAV    248
LNNEFTQKNA FYGTTDKDIE    300
LNNEFSQKNA FYGTTDKDIE    298
DLRPLLMAWW PDKRTQINYL    350
DLRPLLMAヽハ, PDKRTQINYL    348
RKIEERISKE CDTKWLRTLM    400
RKIEEKIGKE GDTKWLRTLM    398
LLYTNSDKTS HANSRYRLLN    450
LLYTNNEKSP HADSKFRLLN    448
NSNP VQAEQ LNWLHYMMNF    500
NSNP VQAEQ LNWLHYMllNF    498
ASDYFKSRYK VGESEEEALK    550
ASDYFKSRYK VGESEEEAIK    548
R SLLYSFMR KLSIRSGVEP    600
R SLLYSFMR NLSIRSGVEP    598
EVQTVIADII RENINPNTDG    650
EVQTVIA II RENINPNTDG    648
YVAGGQDMKV TYMGVPREAD    750
YVACGQDMKV TYMGVPREAD    748
QGMAVIASNN PNLKLNEWDK    800
QGMAVIASNN PNLKLNEWDK    798
DEEVPQSLWK KTDANGILTF    850
DEEVPQSLWK KTDANGILTF    848
ARVTASKKKN ASGQVYESSP    900
ARTTASKKKN ASGQVYESSA    898
GtfG  LTFTMDELKQ AFKIYNEDMR KADKKYTQFN IPTAHALMLS NKDSITRVYY











VRYGTGANEA TDE T ETRT
VRYGTGANEA TDE T ETRT
NQYYRPVLLT TKDGISRYLT
NQYYRPVLLT TKDGISRYLT
VQVSGYLAVW VP G KENQD
VQV GYLAVW VPVG KADQD
?
?
FSNFQDFATR DDQYTNKVIA KNVNLFKEWG VTSFELPPQY    950
FSNFQDFATR DDQYTNKVIA KNVNLFKEWG VTSFELPPQY    948
SIIQNGYAFE DRYDllAMSKN NKYGSLDDLL NALRALHSVN   1000
SIIQNGYAFE DRYDMAMSKN NKYGSLKDLL NALRALHSVN    998
QIYNLPGKEV VTATRVNNYG TYREGAEIKE KLYVANSKTN   1050
QIYNLPCKEV VrPATRVNNYG TYRECAEIKE KLYVANSKTN   1048
AFLDELKAKY PEIFERVQIS NGQKMTTDEK ITKWSAKYFN   l100
AFLDELKAKY PEIFERVQIS NGQKMTTDEK ITKLISAKYFN   1098
YVLKDWGSKE YLSNKNGETA LPKQLVNKEA STGFVKDTNG   l150
YVLKDWASND YLTNRNGEIV LPKQLVNKNS YTGFVSDANG   l148




ENGNQYYYDK TCAKVLNRYY TSDGQNWRYF DAKGVMARGL   1250
ENGNQYYYDQ TGAQVLNRYY TTDGQNWRYF DAKGVMARGL   1248
A l rcpcat
GtfG  VKIGDGQQYF DQNGYQVKGK VVRAKDGKLR YFDKDSGNAV INRFAQGDNP   1300
GtfR  VK工GDGQQFF DENGYQVKGK IVSAKDGKL=D●YFDKDSGNAV.INRFAQGDNP   1298
C l rcpcat
GtfG  SDWYYFGADG VALTGLQKIG QQTLYFGQDG KQVKGQVVML ADKSIRYFDA   1350
GtfR  SDWYYFGVEF AKLTGLQKIG QQTLYFDQDG KQVKGKIVTL SDKSIRYFDA   1348A2rq)cat                tつ口,:晟il・・
CtfG  NSGEMAVNKF
GtfR  NSGEMAVGKF





GtfG  IQAIADWV D










GtfG  RNKWIRLEDG TWMYFDRNGR GRRFGRN
GtfR  RSKWIQLEDG SWMYFDRDGR GQNFGRN




CtfG  QVVTLADKSI RYFDANSGEM AVNKFAECAK NEWYYFDQDG KAVTCLQTIN   1450
GtfR  KVVTLADK,11.■yEPAP,91■.全V9さ
=AECAK NEWYYFDOTG KAVTGLQKID   1448C-3 repeat                    ‐l rt,p(,at
GtfG  KQVLYFGQDG KQVKGQVVTL ADKSIRYFDA NSGEMAVNKF AEGAKNEWYY   1500
GtfR  KQTLYFDQDG XQVKGKIVTL SRIttIRYFDA NSGE14ATNKF VEGSQNEWYY   1498
C‐l reI)cat                  A5
CtfG  FDQDGKAVTG LKTINNQVLY FGQDGKQVKG QVVYVDGAER YFDPKSGDMV   1550

























図13 S.OraFis GTase N末端部特異的塩基配列プロープによるサザンプロット分析 .







;4, S.sα″g夕Js ATCC10556 ;5, S.sα22g夕js ST3 ;6, S.sαれg“js ST7 ;7, S.ο″α′Js
ATCC10557;8,S.οrα′Js K23;9,S.ο″αZis ATCC9811;10,S.gθrグο″JJ







































レーー ン :1,pTHR8;2, pTH805;
3,PUC19;4,S.οrα′Js
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